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10. INTRODUCCION

La ingesta de alcoho! por mujeres embarazadas ha sido reportada como
causante de efectos teratogénicos desde épocas biblicas. Originalmente el termino
"teratogenia® ha sido usado en alianza con anormalidades fisicas; literalmente
significaba “formacién de monstruos" (1). Teratégeno es el término adoptado para
referir a sustancias causantes de menor o mayor malformaciones durante el desarrallo
intrauterino. El alcohol ha sido identificado como causante del SINDROME DEL FETQ
ALCOHOLICO (SFA), en el cual los efectos perjudiciales son pronunciados. Muchas
de las investigaciones sobre los efectos del alcoho!l en fetos, son enfocados a las
anormalidades fisicas caracterizadas en dicho sindrome, la atencién en estos estudios
ha sido puesta en los patrones de vida, inteligencia y los procesos de lectura
principalmente. Los mecanismos bioquimicos responsables del conjunto de dafios
causados por la exposicion intrauterina al alcohol no han sido bien identificados. Por
otro lado la dosis responsable de la teratogenicidad del alcoho! no ha sido aln
determinada, esta informacién es vital para valorar los niveles de seguridad y patrones
de la ingesta de alcohol durante el embarazo y e! desamollo, pruebas capaces basadas
en lo anterior, de pronosticar e identificar [os fetos con SFA.

Las perturbaciones en el crecimiento celular, también han sido asoclados con el
consumo de etanol (2). El consumo crénico esta relacionado con la sirrosis alcoholica,
la cual se caracteriza por ia presencia de un despredimiento celular, seguido por
necrosis e inflamacion(2).

Diferentes estrategias metodolégicas se han desarrollado, para estudiar los
efectos inhibitorios del etanol sobre el crecimiento; por ejemplo se han empleado

modelos experimentales en ratas con cirugia hepética parcial, para observar los



efactos dal mismo sobre el crecimiento celular y la regeneracién (3,4); ademas los
estudios de administracién crénica y aguda de etancl han indicado la inhibicién normal
del crecimiento celular (3,4); también los cultivos de hepatocitos han sido utilizados
para probar los efectos inhibitorics del etanol sobre los procesos metabolicos
regenerativos en [a célula (3,4).

Asl mismo, el etanol suprime los procesos involucrades en la regeneracién
primariamente a través de la inhibicién del ADN y la sinteis de proteina (3,4,5,6,7,8).
Finalmente el etanol es responsable de! cambio de reduccién en la célula, con
alteraciones a nivel ultraestructuctural (3,5,8,7,8).

El factor de crecimiento epidérmico es un mitégeno el cual ha sido estudiado
por estimular el crecimiento maxilofacial y la sinteis de DNA (13,14,15). Igualmente
este mitégeno es de particular interés ya que el retraso del crecimiento maxifefacial, es
la caracteristica escencial del SINDROME DEL FETO ALCOHOLICO (S.F.A.) el cual
esta asociado con altos niveles de consumo de alcohol maternal (16,17,18). Por otro
lado el FCE ha demostrado tener un papel muy importante acelerando la erupcién de
dientes incisivos en ratones, provocando la proliferacién de pre-odontoblastos y pre-
ameloblastos (16,17,18), sin embargo, los experimentos en cultivos de tejidos indican
que aitas dosis de este factor pueden llegar a inhibir la morfogénesis dental temprana;
también se han reportado respuestas diversas de los diferentes tejidos que componen
el desarrollo denta), las cuales varian de acuerdo al gstadio de desarrollo (16,17,18).

El Factor de Crecimiento Epidérmico inicialmente ‘descrito por STANLEY
COHEN en 1962 (10), como el factor de desarrolio nervioso que causé aperiura
prematura de los parpados y la erupcién de incisivos en ratones recién nacidos,
pertenece a la familia de los factores de crecimiento que incluyen al Factor de

Crecimiento Transformante (16), Factor de Crecimiento contra vacuna de virus (17), y



el urogastron (18) entre otros, los cuales son capaces de unirse al receptor del FCE
(18). Abbott y Pratt (19) reportaron un incremento en la proliferacién de células
epiteliales palatales de ratones tratados con FCE, también, causa un incremento en la
proliferacién del epitelio dental e inhibicién del mesenquima dental en molares de
embriones de ratones de 14-17 dias de gestacion (20).

Grupos de investigacion han publicado diferentes resultados que han sido
interpretados de diferentes maneras, Adamson (21), reporté la unién del FCE en
embiones de ratones de 11-18 dias de gestacién, y al parecer su unién al epitelio
durante el estadio de yema estd limitado primariamente al mesénquima durante el
estado de capuchén; sin embargo, Popliker y colaboradores {(22) no encontraron
ARNmM del FCE en tejidos fetal de ratones de dia 9 de gestacion y concluys que el FCE
alfa o el FCE matemnal estaba ligado al receptor del FCE durante el desamollo fetal. El
epitelio mandibular de embriones de ratones de 9-11 dias de gestacién es importante
en la induccién de la odontogénesis (23); ademés, el patrén de la odontogénesis
incluye al epitelio mesenquimatoso en el desarrcllo del primer arco branquial. Debido a
que el FCE causa proliferacion del epitelio dental (24) e influencia la migracion de
células (25), la produccion local de FCE se incluye en la progenesis, finalmente efectos
en la sintesis y degradacion de la matriz extracelular (26) al parecer estdn relacionadas
con el desarrolic de hueso y cartilago.

La Direcciébn General Mexicana de Epidemiologia y el Instituto Mexicano de
Psiquiatria en 1988 se interesaron por estudiar los posibles efactos del consumo de
alcohol en mujeres embarazadas; se conoce hoy con exactitud que el alcohol atravisa
la barrera placentaria y produce efectos teratogénicos en el feto, Estos efectos forman
parte de unas anomalias congénitas importantes que se presentan en el Sindrome del

Feto Alcoholico (SFA) (27). Las instituciones antes mencionadas ilevaron a cabo la



primera Encuesta Nacional de Adicciones que amojé informacién representativa
prevalente a nivel nacional y regional sobre el uso del alcohol, tabaco y drogas
psicotropicas.

El cuestionario incluyé preguntas sobre mujeres quienes habian embarazadas
por lo menos una vez en su vida, y los objelivos de este estudio fueron el de obtener
informacion sobre el consumo de alcohol duranieé el embarazo, mientras estan
amamantando; y segundo obtener estimacian de los riesgos del consumo de alcohol y
resultados adversos durante el embarazo.

En el estudio realizado en 1893 por las mismas instituciones (28), se comparé
patrones de relacién entre el consumo del alcehol, bajo peso al nacimiento y parto
prematuro; ademas es un estudio que cuantifica repertes propios del consumo de
aleoho! en los Gltimos 12 meses y sintomas de Sindrome de Dependencia Alcoholica
(S.D.A.) por cada habitante en una familia seleccinada al azar; es decir, todas las
mujeres que reportaron haber fenido hijos con bajo peso al nacimiento, de parto
prematuro o con ambas sistuaciones, un nimero total de 5234 fueron involucradas en
el estudio; 169 con hijos con bajo peso al nacimianto, Este es hasta el momento el
documento mas actualizado en cuanto a datos estadisticos sobre el consumo de
alcohol en mujeres de Méxica. Como resultado del anterior estudio se obtuvo que la
prevalancia de bajo pesc al nacimiento fue de 169 (3.2%) casos de los 5234 y de parto
prematuro fue de 227 (4.3%), de los 5234, en las mujeras que presentaron ambas
situaciones la incidencia fue de 396/5234 es decir el 7.6%, pero el hallazgo mas
importante en los tres casos fué que el consumo de alcohol durante el embarazo no
era relativa al bajo peso de los bebés al nacimiento o al parte prematuro, sin embargo
sélo en las caracteristicas de alto tonsumo de alcohol y mujeres con Sindrome de

Dependencia Alcoholico, es de alta incidencia el bajo peso al nacer o el parto



prematuro. Este estudio sugirié que se mantiene la direccidn de los resultados hacia el
Sindrome de Dependencia Alcoholica y hacia el patrén de consumo, pero obscurece la
importancia de variables de las mujer .
De acuerdo a la Encuesta Nacional de Adicciones realizada en Junio de 1992
por la Direccién General de Epidemiologia y el Instituto Mexicano de Psiquiatria se
encnontrd que la poblacién femenina urbana de 12 a 85 anfios que consumisron
bebidas alcoholicas durante la [attancia a nivel nacional es del 11.0%
aproximadamente 616.9 mujeres.
En vista de los aspectos inhibiterios del etanol sobre la regeneracién celular y el
crecimento normal que han sido reportados; el presente estudio esta enfocado a
determinar por medio de técnicas inmunohistoquimicas la inhibicién del Factor de

Crecimiento Epidermico en la odontogénesis en crias de madres alcoholicas,



20. ALCCHOL BIOQUIMICA

La unién de un grupo -OH a un dtomo de carbono saturado da como resultado
la familia de los compuestos denominados alcoholes, R- OH. Los alcoholes se pueden

clasificar de |a sigulente forma:

Alcohol primario (RCH2-OH)
Alcohol secundario (R2CH-OH)
Alcohol terciario {R3C-OH)

Por otro lado, al grupo R pueden estar unidos otros grupos funcionales pero la
necasidad de que el grupo -OH esté unido a un atomo de carbono saturado es rigida

(29-30).

21, ABSORCION DISTRIBUCION Y METABOLISMO

El alcohol se absarbe, especificamente en el intestino, en donde la porcién
superior del intestino defgado representa e! principal sitio da ésta absorcién, aqui dicho
mecanismo es rapido y virtualmente completo. El determinante del grado de absorcion
. de alcohol en el organismo es el vaciamiento del estémago, el cual estd sujeto a
diferentes influencias, ademas, el papel crucial de! estémagb como un impedimento
temporal de la absorcidn se ha podido ilustrar por los hallazgos hechos en pacientes
que han estado bajo gastrotomias masivas; estos pacientes usualmente se intoxican
répidamente con pequerias cantidades de alcohol, ya que el alcohol es distribuido casi

inmediatamante al sitio donde es absorbido en el intestino delgado.



E! coeficiente de particién del alcohol entre el agua y grasa es de 0.10, ¥ la
distribucion dei alcohol a todo el cuerpo es muy similar a la de agua. El rango de
aentrada de alcohol a varios tejidos varia directamente con respecto al suministro de
sangre a los mismos; 1a concentracién de alcohol en el S.N.C alcanza pronto un
equilibrio con respecto a la concentracidon de alcohol en la sangre tarda 45 minutos 6
mas en acercarse a los niveles de alcoho! en la sangre venosa que viene a éstos
tejidos, en comparacién con los rangos de alcoho! en la sangre sistémica, La
afimacion anterior explica por que una persona con el estomago vacio puede
intoxicarse tan rapidamente luego de consumir poca cantidad de bebida alcoholica (el
alcohol visja con buena perfusién al cerebro), y gradualmente e! individuo en el curso
de los siguientes 30 minutos estara sobrio (el alcohol es distribuido a los drganos
menos iigados). Asi mismo se explica por que se encuentra esa intoxicacién a
menudo mas profunda durante la fase de ascenso de los niveles de alcohol en sangre
que en la fase de descenso.

El alcohol que se absorbe en el cuerpo es metabolizado principaimente en
higado en mas de un 80%. El primer paso en la degradacién del alcohol es la
conversion a acetaldehido, un proceso que es limitado en cierta forma por el suministro
del cofactor NAD. Debido a que la velocidad del metabolismo del alcohol es limitada
mas por la disponibilidad del cofactor NAD que por la cantidad dal sustrato, et alcohol
es una de las pocas drogas cuya eliminacién es una cindtica de orden cero; la
velocidad es constante, sin tener en cuenta la cantidad de alcohol en el sistema,
dnicamente los niveles de alcohol son reducidos a pequefias cantidades, E! segundo
paso del metabolismo supone la convarsién de acetaldehido a acefilcoenzima A o
acetato, mas del Gl:lal es oxidado a CO2, y agua produciendo 7cal/g.

E!l alcohol no metabolizado en higado es excretado en gran parte sin ningan



cambio por orina y aire exalado, y pequeiias cantidades podrian ser encontradas en
saliva y lagrimas; La concentracidn de alcohol en orina es aproximadamente 1.25
vacas mayor que en sangre y la concentracion en saliva es 1.12 veces mayor mientras
la concentracién es sangre es 2,100 mayor que en el aire aiveolar. Un porcentaje
maximo de alcohol puede ser metabolizado, por ejemplo, 7g (9m!) de alcohol por hora
en una persona de 70Kg; esto debe ser considerado sélo como un valor promedio en
el cual las variaciones individuales tan grandes como mas & rﬁenos 50% pueden ser

aencontradas.
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22 MECANISMO DE ACCION DEL ALCOHOL

El mecanismo de accion depresor no ha sido definitivamente determinado. Los
ofectos farmacoldgicos son Simitares en muchos aspectos a los de los otros
compuestos como los barbituricos y las benzodiazepinas, debido a que se han
observado funciones del S.N.C. en las que las acciones de estas drogas y el alcohol
pueden traslaparse.

En particular ha sido foco de atencién un complejo receptor asociado con el
neurotransmisor inhibidor, llamado 4cido Gama aminobutirico(GABA); cuando GABA
se une a éste receptor los canales de Cl- son abiertos; resultando asi un decremento
en la actividad de un largo grupo de neuronas del sistema nerviosos central y se

conoce que el alcohol no actia en un

23. TOXIKOLOGIA DEL ALCOHOL

Desde e} punto de vista famacoldgico, el alcohol es un depresive primario del
S.N.C., vy la estimulacién aparente que ocumre con niveles moderados de alcoho! en
sangre, es el resultado de los mecanismos inhibidores que operan en el cerebro. A
altas concentraciones, la accién depresora del alcohol produce una reduccidn
progresiva de sitio receptor especifico. El alcohol produce en general un aumento en
la fluidez de las membranas o que ocasiona un flujo de iones a través de las
membranas neuronales y una sensibilidad alterada en esas neuronas ante la actividad
eléctrica.los estados de alerta, tipica embriaguez, v, finalmente un estado de anestesia

farmacolégica (31).



En intoxicaciones agudas, la muerte es causada por depresién ireversible de la
respiracién con hipoglicemia, ocasionada por la accién depresora de la
neoglucogénesis. Consecuencias psiquidtricas y neurclégicas de la intoxicacidn
crénica con etanol incluyen transtomnos del suefio, deterioro mental, psicosis,
polineuritis y sindrome de Korsakoff.

Ademds, un gran numero de efectos del etanol se conocen en el sistema
cardiovascular (vasodilatacién, cardiomiopatia), en la funcién hepatica (hepatitis y
cirrosis), en lipoproteinas del plasma (aumentando las lipoproteinas de alta densidad
HDL3), trigliceridos elevados y aumento de la secrecidn gastrica, ademas en sangre
(anemias megaloblasticas y sideroblasticas), aumento de la diurésis, en la funcién
sexual (impotencia y esterilidad} y en la tampera!uré corporal (perdidad de calor), entre

otras.
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30. SINDROME DHEL FETO ALCOHOLKO

En 1968 fueron inicialmente descritas en detalle [as caracteristicas de niflos con
malformaciones fetales nacidos de madres alcoholicas, de 127 infantes expuestos a
etanol en utero, 25 de elllos fueron encontrados con malformaciones faciales
anomalias de corazén, problemas de desamollo psicomotor y lenguaje (32). En 1973
Jones y colaboradores describieron un patron similar de anomalias en nifios,
designandolo como Sindrome de Feto Alcoholico (27). Tres caracteristicas fueron en
principio definiendo el SFA: Deficiencia en el crecimiento prenatal, fisuras parpebrales
cortas y microcefalia; posteriormente se concluyé que, las tres evidencias para el
diagnéstico del SFA son retardo en el crecimiento, ciertas anormalidades faciales y
disfunciones del Sistema Nervicso Central.

El minimo nive! perjudicial de consumo de aleohol de la madre durante la
gestacién es dificil de determinar, al igual que el grado en el que el nifio es afectado,
pues depende no sélo de la cantidad sino también del tiempo durante la gestacién
cuando en que el consumo de alcohol ocurre, ademas, por la interaccién adicional de
otros factores como 1o son el desplazamiento de otras fuentes de nutrientes de la dieta
por el alcohol, sin ambargo, existe debate entre la ingesta de etanol y la reduccién o no
‘reduccion de ingesta caldrica de las mujeres embarazadas que causaran retarde al
desarrollo fetal; otro factor de riesgo incluye el uso de varias drogas que pueden tener
efecto aditivo cuando se combinan con el alcohol; la suceptibilidad del genotipo
matermno y fetal a efectos teratogénicos; la edad de 1a madre y estado de salud de la
misma. Manifestaciones de SFA no requieren constantemente de altos niveles
de alcohol durante el embarazo. Se conoce que las mujeres embarazadas quienes

aseguran ser tomadoras, particularmente durante ¢! primer trimestre de embarazo son



causantas de dafio al desarrollo fetal. El consumo de acoho! durante el primer
timestre de embarazo ha sido ligado con muerte fetal y aborto espontaneo,
paricularmente de la segunda a la octava semana el embrién es mas susceptible a la
teratogénesis, las malformacionas en este primer estado de desarrollo son tan severas
que son incompatibles con la vida, en este estadio del embarazo también puede
aparecer el aborto espontdneo. La teratogénesis en este periodo ocurre a nivel
cromosomal. El periodo mas critico para el desarrollo del SNC humano son los
primeros 85 dias de gestacitn. El consumo ocasional o moderado durante este peiodo
tiene definitivamente serias repercusiones en el feto. Los alcoholes en general son
altamente toxicos, pero el etanol es menos teratogénico que el acetaldehido, los
acetaldehidos en un nivel mayor de 35 mg muestran un dafio muy grande en el feto, y
su aumento en sangre causa defectos en las mitocondrias (33).

El SFA es aceptado en Estados Unidos como causa principal del retardo
mental, la incidencia ha sido estimado entre 1 6 2 por 1.000 nacidos vivos en este pais
(24), estos datos varian dependiendo de la poblacion espacifica estudiada.

Aunque la circulacion matema y fetal es a su vez indebendiente, el etanol cruza
la placenta facilmente, los niveles en sangre matemal y fetal son casi iguales despues
de la ingesta de alcohol; el transporte ocurre por mecanismo de difusion pasiva o
gradiente de concentracién entre 1a madre y el feto y los niveles de etanol permanecen
iguales hasta que todo es eliminado. El mecanismo por el cual el etanol acttia' como
agente teratogénico no esta claramente conocide; pero consiste en muitiples aspectos
dependientes del estade y la fecha; cinco mecanismos en paricular son propuestos:
Deterioro del fransporte placentario; organogénesis anormal de musculos, hipoxia fetal,
cambios en el metabolismo de prostaglandinas y metabolismo hormonai aiterado,

En cuanto al primer mecanismo, ef impediemento del transpornte de nutrigntes:
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se sugiere que los aminodcidos que atraviesan la placenta son reducidos por la
exposicion al etanol mas no todos los nutrientes restantes. Existe otro mecanismo por
el cual el transporte placentario e§ impedido, es referente al efecto del etanol sobre las
enzimas placentarias especificamente la Na+-K+ ATPasa; se encontro que dicha
enzima con la exposicion al etanol, decrese su actividad, lo cual disminuye el
transporte de aminoacidos y aztcares, por consiguiente el crecimineto fetal se inhibe.

El segundo mecanismo es referente a que la causa de teratogénesis es durante
el desamollo anormal de filamentos musculares; los musculos expuestos durante el
desarrollo se presentan en general pequerios en el SFA, esto resulta en gran parte de
la anormalidad estructural en proteinas del citoesqueleto si es que el movimiento de las
células es inhibido durante el desarrollo fetal.

La incidencia en el mundo de Sindrome del feto alcoholico es estimado de 1.9
de cada 1000 nacidos vivos y el consumo de alcohol durante el embarazo es
considerado como la causa prevalente de retardo mental sé calcula que
aproximadamente 1 de cada 30 embarazadas abusan alcohol; por lo cual se establece

que el 8% de los nifios de estas personas nacen con ancrmalidades (34).

3). DISFUNCION EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El retardo mental ha sido uno de los mas serios problemas asociados con
efectos teratogénicos del alcohol, la mas importante evidencia de su efecto prenatal en
el cerebro son [as alteraciones ultraestructurales, malformaciones causadas por dafio o

“interrupcion en la migracion nueronal y giial. Las anomalias mas comunes son las

displasias cerebelares (grupos de células heterotépicos), especialmente en la



superficie del cerabro; la microcefalia es una importante caracteristica del SFA; esta
entidad generaimente, ha sidio de inicio prenatal y refleja deficiente crecimiento del
cerebro pero asi como [o han demostrado estudios nauropatélogicos y psicologicos, la
nommocefalia no necesariamente pronostica estructura o funcién normal del cerebro
luego de la exposicion intrauterina al alochol, por otra parte la hidrocefalia puede ser
una variante ocasional en el SFA si las malformaciones que usualmente causan el
crecimiento ilimitado del cerebro también interfieren con la dindmica de los fluidos
cerebroespinales. Desde que el alcohol se ha presentado como agente que interfiere
con |a organizacién cerebral, e! etanol es un agente etiolégico en la repoduccién de
defectos tubo-neurales. Las anormalidades neurologicas se manifiestan luego de
varias semanas o meses de nacidos, como nifics irritables, y que no pueden succionar
correctamente, Tiempo después se presentan alteraciones ligeras en las funciones
corebalares. e hipotonicidad; la hipertonicidad severa se observa en menor grado en
pacientes mayores, ¥ ambas se manifiestan como brazos hipoténicos y piemas
hiperténicas. La hiperactividad es un componente fracuente en |0s nifios jovenas con
el sindroma. El alcance en el cual el comportamiento es organico en contra de un

medio ambiente determinado adn no ha sido establecido.

32 DEFICIENCIA DE CRECIMIENTO.

Los infantes al nacer presentan caracteristicas de crecimiento deficiente en
cuanto a tamafio y peso; se reporta que los pequefios pacientes presentan mas
alteraciones en el peso que en tamario, pocos logran adquirir el desarrollo luego del

nacimiento. En general [os nifios con SFA quedan con mas de dos desviaciones por
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debajo - del termino medio de peso y talla, con peso mas severamente limitado.
Ocasionalmente los nifios afectados preséman crecimiento prenatal nomal, pero llega
a ser cada vez mas deficiente el desarrolio conforme pasan los meses de gestacion.
El decremento del tejido adiposo es casi una constante de [as personas con SFA. Se
ha demostrado que estos pacientes tienen niveles normales hormona del crecimiento,
cortisona y gonadotropinas, las deficiencias de crecimiento en estas condiciones,
reflejan entoncees deficlente proliferacion celular que conduce a la disminucién del

namero de células fetales en la consaecuente limitacién de tamano final en el feto.



33, CARACTERISTKCAS FACIALES.

Con respecto a las caracteristicas faciales que son ocasionadas por el abuso
del alcoho! durante el periodo de gestacién los infantes presentan al nacer fisuras
palpebralas cortas, labio superior hipoplasico, filtrum disminuido o ausente, bermellon
delgado. Con frecuencia la facie es alterada con deficiencia del crecimiento
mandibular e hipoplasia facial media. En cuanto a las alteraciones que mas
comunmente se observan en boca estan las siguientes: [abio y/o paladar fisurado,
retrognatismo en un 80% en la infancia y en algunos casos los adolecentes fegan a
presentar prognatismo en un 50%, los dientes son cortos, hipoplasia del esmalte,
ademas de deformidades esqueléticas, principalmante en la mandibula existe una
deficiencia de crecimiento y en cuanto al lenguaje 5@ presenta transtornos con el
habla.

El crecimiento de los ojos como el resto del sistema nervioso es afectado de
modo adverso por la exposicion al alcohal. El crecimiento limitado de los ojos es
reflejado en las fisuras palpebrales cortas. La facle en general es dada por el aspecto
dal bermellén superior delgado, el filtrum hipoplisico y se asentita mas por la
hipoplasia facial media; la mandibula retrusiva contribuye a aplanar el perfil y
ocasionalmente a bajar las fisuras palpebrales. La nariz es corta con puente bajo
unido al pliegue epicantal, la nariz corta da la impresion real o aparente de que la
distancia del ala nasal al labio superior es larga. Las orejas en foorma de concha
pueden aparecer. La mandibula es generalmente pequeria, en algunos nifios la
micrognasia permanece ¢on ¢l aumento de la edad; en otros el crecimiento es
relativamente mejor que en el tercio medio de Ia cara, y un aparente prognatismo

puede observarse en los adolescentes.
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En genera!l |a facie de los pacientes con SFA es distinta la de los pacientes con
sindrome de Down y se puede apreciar claramente en los recién nacidos. Sin
embargo, las anomalidades importantes, tomadas individualmente, son ligeras y no

son encontradas en un standar de matformaciones.
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40. FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO

En 1960, Stanley Cohzn y cols. identificaron el factor de crecimiento epidermico
como un components activo en el extracto de una glandula submaxilar de ratones
machos que causé la erupcién precoz de dientes incisivos y la apertura de los
parpados en ratones recién nacidos.

Ei factor de crecimiento epidermico es un polipéptido 53 de aminoécidos de
peso molecular 6045 daltons (10), el cual es un potente mitbgeno para células
hactodermicas, mesodenmicas y endodermicas y algunas células no epiteliales (11).
En cuanto al papal fisiolégico del FCE, es bien conocido que interviene en la curacién
de heridas, en el desarrollo y funcién de Ia gldndula mamaria, ¥ en la funcién
reproductiva de los hombres, ademas de juegar un importante papel en la proliferacién
epitelial (35) , asi como en lo sugiri¢ COHEN en 1962 (10); también en el desarrollo del
pelo en ratones y otras especies, por lo que se presume que estd relacionado
intimamente en la maduracion epidermal y la division celular, ademas de esta ultima, el
FCE afecta otras funciones celulares comao fa diferenciacion, sintesis de varias
macromoléculas y resorcién de hueso. Se concluye entonces, que el FCE es una
sustancia reguladora de! crecimiento. Un estudio en particular determiné (14) que la
erupcion do los incisivos de ratones es acelerada por e€! FCE, y que ademas la
proliferacién de preodontoblastos y pre ameloblastos fué estimulada an la regién
radicular; ademds de que altas dosis del factor inhiben la moxfogénesis dental durante

la astimulacién del crecimiento vascular en los tejidos circundantes.
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4. MECANISMO DE ACCION DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO

Aunque los factores de desarrollo son como agentes hormonales, no actdan
por un mecanismo enddécrino. Los factores de desarrollo son producidos por muchos
tejidos, y las concantraciones en sangre son generalmente bajas. Los resultados
indican que los factores de crecimientd ejercen su accién principalmente por
mecanismos parocrinos y autocrinos, es decir que las células blanco en una situacion
de tipo parocrino son influenciadas por un factor de desarrollo producido por una célula
vecina. Es obvio que el mecanismo de accién autoerino y paracrino del FCE provee
posibifidades para la localizacién de la estimulacién del crecimiento y otras funciones
celulares. En adicién a su pape! de potente mitdgeno se presentan sus efectos sobre
la sintesis y degradacién de las moléculas de matriz extracelular (26).

E| FCE es detectado en cantidades mencres en sangre, en fluidos corporales
como saliva, orina (36), leche (31), fluido seminal (37), y mas notablemente en
gldndulas salival y duodenal, al igual que en piel y rifion.sin embargo el sitio exacto de
produccién det FCE no es conocido; aparentemente son una gran variedad de tejidos

(38).
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5.0, INMUNOHISTOQUIMICA

Con la introduccidn de las tacnicas de rutina en el [aboratorio de histologia, una
nueva era se presénta en el desarmollo de las tinciones de tsjidos.

Estos métodos son muy sensibles y especificos, utiiizan complejos antigeno-
anticuerpo, que permiten la visualizacidn de componentes calular‘es inperceptibles con
otros métodos. La detecciébn de inmunoperoxidasas es una importante y util
herramionta en la identificacidn de una gran variedad de productos celutares. La
propuesta de las tinciones de inmunohistoquimica permite la visualizacidn de tejidos

antigénicos.

51 PERSPECTIVAS HISTORICAS

1942; Alhert Coons descubri6 que tintes fluorescentes comeo la fluorescencia
padian ser conjugados con anticuerpos sin transtormnarios y con la habilidad de
asociarse especificamente con tejidos del antigeno. Esto abri6 la oportunidad de
explotar la afinidad natural de los anticuerpos con los antigenos como un poderoso
sistema de visualizacion en el diagnéstico inmunopatoldgico.

1868: El concepto de peroxidasa de anticuerpos conjugados de
HORSERADISH (rdbano) estaba iniciandose por NAKANE y PIERCE.

1970; STENBERG popularizo el sistema de las peroxidasas introduciendo el
método de peroxidasas-antiperoxidasas (PAP). La evaluacién simultinea de
localizacion de antigenos y morfologia de los tejidos fijados rutinariamente e incluidos

en parafina incrementan !a sensibilidad de la metodologia, este método es altamente
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popular entre los usuarios.

1980: HSU et al introdujo el complejo peroxidasa avidin-biotina los cuales
demaostraron gran sensibilidad y eficiencia sobre su predecedor el método PAP.

Los métodos de histoquimica prevalecen como herramienta de rutina en el
diagnéstico inmunopatolégico, particularmente tratando con tumores de origen
desconocido.

Originalmente se realizaba por técnicas directas usando enzimas conjugadas a
un anticuerpo con especificidad antigénica. Aunque a esta técnica le faitaba la
sensibiidad de otros matodos, si pemmitia la visulaizacion de tejidos antigénicos
usando un microscopio estandar de luz.

La sensibilidad de las técnicas de tincidn de inmunohistoquimica (JHQ) estaba
significativamente mejérada con el desarroflo de un método indirecto. En el segundo
paso de este método varas enzimas marcadoras que se unen al anticuerpo
‘'secundario reaccionan con el antigeno unido al anticuerpo primaric.
Subseumﬂemsnte ta metodologia peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) la cual introduce
el uso de un tercer paso del método, seguida de |a aplicacion del anticuerpo primario,
anticuerpo de conexién y un complejo peroxidasa-antiperoxidasa. Este método
proporciona mas sensibilidad que la tradicional técnica indirecta del segundo paso.
Finalmente la Fuerte actividad de la Avidina por la Biotina en el tercer paso,
desamollada por el método de! complejo Avidin-Biotina (ABC) provee incremento
adicional a la sensibilidad sobre los demas métodos existentes.(39)

Es necesario en el entandimiento de la formacién de bloques inmunolégicos
(antigeno y anticuerpo) y de los métodos de inmunoperoxidasa conocer terminos

indispensable como los siguientes:.
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52 ANIGENO

Antigeno es una molécula generadora de una respuesta de anticuerpos. La
parte del antigeno que reacciona con un anticuerpo es el detarminante antigénico
aspecifico o epitope; un antigeno tiene multiples y diferentes epitopes potenciales, sin
embargo un anticuerpo sélo se une a un epitope especifico.

Los antigenos tienen dos propiedades, la primera es inmunogenicidad, es dacir
la habilidad de inducir la formacién de anticuerpos. La segunda es la capacidad de
reactividad especifica, la cual indica que el antigeno puede raccionar con el anticuerpo
que causo6 su produccién. La reaccién entre un antigeno y un anticuerpo es una de las
mas especificas en biologia, y esta es la razén por la que |as reacciones IHQ son mas
precisas que las técnicas histoquimicas ordinarias.

Un antigeno es una sustancia extraia al huésped, a cual estimula 1a formacion
de un anticuerpo especifico, mismo que a su vez puede reaccionar con el anticuerpo
praducido.(39-40j).

La antigenicida es la presencia de un anticuerpo en unién activa, La
preservacion antigenica "6ptima” implica la retencién de antigenicidad que se realiza

con anticuerpos disponibles.

53. ANTKUERPO
Un anticuerpo o inmonoglobulina es una glicoprotelna del suero formada de la

exposicion a un antigeno, y que se une especificamente y con alta afinidad a un

antigeno en forma inmune en el cuerpo o en el laboratorio. La produccién de

24



anticuerpos es respuesta del cuerpo a un material extrafio (antigeno), y es designada
para librar al cuerpo da estos invasores.

Los anticuerpos estan contenidos en la fraccién gama globulina del suero. Son
clasificados de acuerdo a su movilida electroforética , la cual depende primariamente
de la composicién de la cadena pesada y del grado de multimerizacién. Dependiendo
de sus propiedades se diferencian las inmonoglobulinas; tales propiedades son: El
' peso molecular, porcentaje de carbohidratos, y propiedades funcionales en [a union de
otras sustancias. De acuerdo con lo anterior se dividen en § clases: IgA
(inmonoglobulina A), 1gD, IgE, IgG e IgM; cad clase tiene sus diferentes subclases, las
cuales difieren en ia intercadena de unidn disulfide y en las propiedades funcionales.
Las propiedades funcionales de gran relevancia en inmunohistoquimica son la
habilidad de complementar union y la afinidad a la proteina A. Las soluciones de
anticuerpos utilizadas en tinciones inmunohistoquimicas contienen en su mayor parte
anticuerpos tipo IgG, en menor grado cantidades de otras clases.(41).

La afinidad es la fuerza de unién de un anticuerpo a un antigeno especifico y
es constante. En IHQ , mientras mas alta sea la afinidad constante, mejor sera el
anticuerpo, por que el anticuerpo tiende a permanecer unido a la busqueda del
antigeno durante el procedimiento. En contrate, el anticuerpo 6ptimo para la
competencia de inmuncensayos, tales como radicinmunoensayo o ELISA , tienen una
afinidad constante que permite la competencia exitosa para un especifico niveles de
antigenos. Sin emmbargo, los anticuerpos empleados en los ensayos han sido

exitosamente usados en la |HQ.
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531 ESTRUCTURA DE UN ANTICUERPO

Estructuralmente un anticuerpo estd hecho de cadenas protéicas idénticas, dos
cadenas pesadas y dos ligeras. En medio y dentro de las cadenas hay enlaces
covalentes disulfides que unen las cadenas ligeras a las pésadas y las pesadas entre
si, muchos enlaces disulfides participan en la estructura terciara y confieren
estabilidad a la molécula de inmonoglobulina. También, esta formado de fragmentos
los cuales estaran unidos al antigeno: El fragmento FAB es la procién del anticuerpo
que se une con el antigeno, son dos prociones FAB idénticas en cada molécula de
anticuerpo, El fragmento Fe, es lasporcién del anticuerpo que posee determinante
antigénico, fiuorescencias pueden ser unidas a la porcién Fc sin interferir con las
porciones Fab de los sitos de union. Esta porcién Fe puede ser separada de la porcion
FAB por tratamiento del antic&?erpo con pepsina. El fragmento F(ab'), es la ditima
porcién de un anticuerpo en el cual estan contenidos dos fragmentos FAB los cuales
unen al antigeno, mas no al fragmento Fc, el cual puede unirse de modo no especifico
p.ara causar fondo. Esta fraccién es igualmente obtenlda por tratamiento del

anticuerpo con pepsina.
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FIG.1 DIAGRAMA QUE REPRESENTA LA ESTRUCTURA DE UN ANTICUERPO:

La cadena pesada (M) y lo hgera (L) son compusstos ds vanables (V) y una
constante () que estan unidos por enlaces disulidicos. fargmentos (Fab) uniende

al ontigeno un fragmento asstaline (Fe) y un fagmento Flab)2
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54 ANTKUERPOS POLICLONALES

La exitosa inmunizacién de animales produce una variedad de anticuerpos con
diferentes especificidades y afinidades de unién denominados anticuerpos
policlonales. La molécula especifica de anticuerpo de diferentes subclases puede
unirse todas a la molécula deseadas. El antisuero policlonal es tan rapido y simple de
obtener como el anticuerpo manoclonal.

Los anticuerpos peoliclonales son producidos por diferentes células y en
consecuencia, son inmunoquimicamente desiguales; ellos reaccionan con varios
epitopas sobre el antigeno contra el cual son creados. El animal mas comunmente
usado para la produccion de anticuerpos policlonales es el conejo, seguido por la
cabra, puerco, oveja, caballo, y el cuyo entre otros, la popularidad de los conejos para
ia produccion de anticuerpas es atribuida principalmente al facil mantenimiento det
animal; ademds de que los anticuerpos de conejo precipitan proteinas humanas sobre
un amplio rango de antigenos (40). Una desventaja significativa , es la naturaleza
heterogénea del anticuerpo policlonal, ya que el antisuero comprende una mezcla de
anticuerpos para varios epitopes del mismo antigeno y para algunas otras moléculas
de inmonoglobulinas que ya estaban presentes en el animal; ,esta es la razén por ia
que en ocasiones, varios anticuemos tienen diferentes afinidades y especificidades,
convenientes en las técnicas inmunchistoquimicas. Una nueva desventaja del

anficuerpo policlonal &s e} suministro limite del suero de un animal.
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FIG. 2 DIAGRAMA ESQUEMATICO DE UN ANTICUERPO POLICLONAL CON
UNIONES DE VARIOS EPITOPES A UN ANTIGENO.
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S5, ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los anticuerpos monoclonales son secretados por inmonoglobulinas de
progenie clonal de un plasma célular hibrido. Teniendo identidad molecular,
antigenicidad especifica idéntica y afinidad de unién. Los anticuerpos de un clon son
inmunoguimicamente iguales y reaccionan con un epitope especifico en e! antigeno
contra el cual fueron hechos. El ratén es el animal comunmente ulilizado para la
elaboracién de anticuerpos monoclonales. Una gran ventaja significativa para el
diagnéstico inmunohistoquimico es el desarrollo de un método que genera clones
inmortales para secretar anticuerpos monoclonales.

Los anticuerpos monoclonales tienen las siguientes ventajas scbre sobre los
policlonales:

a. Monoespecificidad (a un epitope simple).

b. inmortalidad. Debido ague elios son progenie de células mieloma,
pueden proliferar indefinidamente; los anticuerpos policlonales de suero de animales
son limitados a la cantidad de suero disponible.

¢. Ya que su especificidad es generada durante seleccion de clones, 1a
inmonogenicidad no necesita ser pura.

Una desventaja potencial de los anticuerpos monoclonales es que tienen mas
baja sensibilidad de que los anticuerpos policlonales. Sclamente los anticuemos
monoclonales simples se uniran a una molécula conteniendo solo una copia del
epitope, sin embargo, la generacién de estos anticuerpos es mas consumidora de
tiempo y compleja, que las de antisuero policlonal. Finalmente, la inmortatidad de Ia
sintesis de anticuerpos monoclonales no es variable, Los cuerpos monoclonales

pueden espontdneamente perder dominio, en un rango de 1 a 100 o de 1 a 1000
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(Kohler 1986). Una opcién es el uso de mezclas de anticuerpos monoclonales, que
consisten en la formacién de complejos antigeno-anticuerpo con concentraciones
bajas de anticuerpos, dichas mezclas tienen mayor afinidad que cada anticuerpo
independiente (Moyle,1983); ademas, las mezclas de anticuerpos monotlonales a
diferentes epitopes pueden ser mas sensibles. Los monoclonales que usamos
parecen tener una sensibilidad comparable a los policlonales con'espohdientes.

Las células que llenan las siguientes condiciones son requeridas para |a
generacién de anticuerpos monoclonales :

a. Inmortalidad: Debe usarse la linea de célula mieloma que se
propagara indefinidamente .

b. El rango no secretorio; La linea de células mielomas no debe
secretar las inmonoglobulinas que sintetiza, por que la especificidad de estas
inmonoglobulinas parece imelevante a la del epitope buscado.

c. Células B deun ar.'limal a la linea de células mieloma: Estas células B
pueden ser inducidas al secretar y sintetizar anticuerpos en respuesta a la
inmunizacion y ellos consecutivamente sintetizan HGPRT (HIPOXANTINA GUANINA
FOSFORIBOSIL TRANASFERASA) cuando las células mielomas crecen en un medio
ambiente que necesita [a presencia de ésta enzima para sobrevivir, y no esta presente
las células mueren.

Los procedimieﬁtos para la generacion de monoclonales incluyen lo siguiente:

a, Inmunizacion de un animal , ratén o rata, con un antigeno.

b. Cultivo de células B inmunocompetentes, cuando ha ocunido la
produccién especifica de anticuerpos, y la fusion de estas células con células
mielomas, la fusién o hibridizacién de células somaticas, es inducida por un co-cultivo

de células en un medio ambiente que causa fusidn de membranas.
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c. Todas la células han crecido en un medio ambiente que es
seleccionado por las caracteristicas de ambas células mielomas (inmortalidad ) y
células B inmunocompetentes (HGPRT suficiente).

d. Los clones de esta fusion exitosa son ensayo de !a secresidn de
anticuepros de especificdad selectiva . El test de ensayo debe ser capaz de mostrar
eficientemente los cientos de clones resultantes, los examenes incluyen un estado
sélido de un ensayo inmunoabsorbente (ELISA) y un ensayo inmunchistoquimico. La
caracterizacién adicional de anticuerpos especificos debe ser hecha por inmunotinecion
o inmunoprecipitacién.

e. Los clones produciéndo y secretando anticuerpos de especificidad
deseada e inmunoreactividad son subclonados para asegurar monoclonalidad y

entonces preparados tanto in vitro como en animales.
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FG 3 DIAGRAMA DE UN CLON DE ANTICUERPO MONOCLONAL
REACCIONANDO CON UN EPTOPE ESPECIFICO.
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FIG. 4 DIAGRAMA DE PRODUCCION DE UN ANTICUERPO MONOCLONAL
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60 HIPOITESIS
El consumo crénico de alcoho! inhibe la actividad biolégica del Factor de

Crecimiento Epidémico.

6] HIPOTESIS NULA
El consumo crénico de alcohol no inhibe la actividad biolégica del Factor de

Crecimiento Epidémmico.

70. JUSTIFICACION
El factor de crecimiento epidermico es un mitégeno potente para células
animales y humanas, ya que estimula |a sintesis de A.D.N y la proliferacidn celular, sin
smbargo se ha avanzado poco en lo que respecta a los efeclos del alcohol sobre estos
mitdgenos. Los factores de crecimiento posiblemente pueden ser el primer paso
indispensable para muchas actividades bioldgicas, razén por la cual se hace necesario
aclarar los multiples eventos bioquimicos que ocumen durante y subsiguiente a la

interaccién del FCE con el alcohol.

80 OBJETIVO GENERAL
Determinar el grado de inhibicién de las células mesenquimatosas en crias

luego de haber sido suministrado alcohol en forma crénica a las madres.

81 OBJEVO ESPECIFICO
Determinar el grado de inhibicién en odontoblastos y ameloblastos despues de

la ingesta crénica de alcohol, por medio de técnica hinmunohistoquimica.

35




9.0 MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron un grupo de 20 hembras virgenes experimentales y © controles de
cepa CD-1, de 3 a 4 semanas de edad, con peso aproximado de 20grs al inicio de la
fase experimental y bajo condiciones ambientales normales del laboratorio,” con
temperatura controlada de 26+-1°C con un ciclo de 12 horas de tuz controlable.

Al grupo experimental se le administrd alcohol diluide en agua como dnico
fluido y purina comercial ad libitum. En el orden de 2%, 4%, 8%, 8%, 10%, 12%, 14%,
18%, Y 18%).

Todos los animales fueron pesados cada fercer dia. A la octava semana del
periodo experimental los animales fueron distribuidos en cajas para el apareamlento;
se revisé el tapbn vaginal para establecer el dia 0.5. Las hembras prefiadas fueron
pesadas en los dias 7, 12, 14, 18 y 18 . Al dia primaro de nacimiento las crias se
posaron y observadas bajo microscopio de diseccidn para determinar alteraciones
macroscépicas, fueron sacrificadas y se realizé la diseccién de las mandibulas.

Se fijaron las mandibulas en liquido para criostasis (O.C.T. COMPOUND) y
fueron conservadas a -40°C en ultracongalador. Se realfzaron cortes sagitales doe 6 a 8
micras de groser en microtome para tincién de inmunohistoquimica.

Se dividieron las 20 muestras en dos grupos, Grupo A, el cual seguiria todo el
procedimiento de inmunotincién en encubacién a 37°C; y el Grupo B, en el que se

realizaria el método de AVIDIN-BIOTINA a temperatura ambiente.

GRUPO A GRUPO B

PRIMER ANTICUERPO 20 minutes 45 minutos
SEGUNDO ANTICUERPO 15 minutos 30 minutos
TERCER ANTICUERPO 15 minutos 30 minutos
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Sa colocaron las muestras en acetona fria durante 10minutos para ser fijadas y
posteriormente se dejaron secar al aire libre.

Fueron dasignados previamente controles hegativos en cada uno de los grupos
de muestras.

Se colocaron todas las muestras en solucién buffer 5 min.

En tanto, se elabord la dilucién del anticuerpo primario para la cual se utilizaron
proporciones de 1:10, quedando asi, 60 microlitros de! anticuerpo primario y 540
microlitros del diluyente PBS.

Se secd cuidadosamente el buffer de las muestras y se le aplicé 50 microlitros
de la dilucién del anticuepo primario, y las muetras designadas negtivas se les aplicd
el control negativo (de ratén).

Las muestras A fueron colocadas en incubadora a 37°C duranta 20 min.

Las muestras B fueron dejadas a temperatura ambienta por un periodo de 45
min.

Muestras A se retiraron de la encubadora y se decantaron abundantemente con
solucion buffer, se retiré el exceso de liquido al rededor de la muestra y se les adiconé
el anticuerpo de conexién o puente. Fueron sometidas a 37°C en encubadora 15 min.

Muestras B se baflaron abundantemente en solucién buffer 5 min.
se retird cuidadosamente el exceso y se les adiciond el anticuerpo puente,
manteniendose a temperatura ambiente durante 30 min.

Muestras A se retiraron de la encubadora, fueron lavadas con solucién buffer,
para finaimente adicionarles el complejo STREPTAVIDIN ALKALINE PHOSPHATASA
e incubar 15 min.

Muestras B fueron Iavadas_con solucién buffer, y suministrado a cada muestra

el compiejo STREPTAVIDIN ALKALINE PHOSPHATASA, manteniendose a
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temperatura ambiente durante 15 min.
Se lavaron todas las muestras con ia solucidn PBS y se les aplicéd el
cromageno, al cual proporciond la coloracion final de fa muestra,

Se realizd contratincién con la rutina de hematoxilina.
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91 METODOS DE TINCGION

Son cuatro los métodos de tincidn de inmunoperoxidasas que pueden ser
utilizadas para localizar antigenos celulares. La directa, la indirecta, ei método PAP y
el método de Avidina-Biotina. Los procedimientos de inmunoperoxidasas permiten la
visualizacién de componentes celulares en una variedad de especimenes incluyendo
secciones de parafina y secciones de criostato. La tincién con inmunoperoxidasa
incluye el uso de anticuerpos y la enzima peroxidasa es comunmente usadas por

varias razones:

-Es muy estable, y puede parmanecer sin cambio durante el manejo,
almacenamiento y aplicacion.

- Es de facil obtencién en forma altamente purificada lo que permite que el
riesgo de contaminacién sea minimizada.

- Son particulas pequeiias lo que no interviene en la unién del anticuerpo a
sitios adyacentes.

- Solo pequeiias cantidades estan presentes en tejidos del especimen, y la
actividad de la peroxidasa endégena es faciimente inhibida.

- Hay una amplia variedad de cromdgenos, los cuales pueden actuar sobre |as
peroxidasas para formar un preducto coloreado que se precipitara en el sitio donde se

localiza el antigeno.
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9.2 METODO AVIDINA-BIOTINA

Este método es basado en la habilidad de la glicoproteina de la clara de huevo,
Avidina para unirse en un enlace no inmunolégico a cuatro moléculas de !a vitamina
Bictina. Tras rectivos son usados; e! primero es e! anticuero primario especifico para el
antigeno a ser localizado. El anticuerpo secundario, capaz de unirse al primero, y es
conjugado a la biotina. El tercer anticuarpo es un complejo de peroxidasa conjugada
con avidina y biotina. Los sitios libres de la molécula de avidina permiten el enlace a la
biotina sobre el anticuerpo secundario. La enzima de peroxidasa, y el antigeno original
son visualizados con un apropiade cromégeno. La técnica de avidina-biotina
representa uno de los mas recientes desarrollos en las tinciones de
inmunoperoxidasas; esto permite por si solo la localizacién de numerosos antigenos en
una amplia variedad de especimenes (38-40).

Para el presente estudio se utilizo el kit marcador de STREPTAVIDIN-BIOTINA
{LSAB) DAKO corporation. Los especimenes son inicialmente encubados con un
apropiado y caracteristico primer anticuerpo de ratén o de conejo, seguidos por
secuenncia de incubacién de 10 minutos con una conexién biotinilizada de anticuerpo
y marcador de fosfatasa alkalina con streptavidina. La tincién es completada luego de

5 minutos con una solucién fresca de cromégeno,
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9.3 CORTES EN (RIOSTATO

Para Inmunohistoquimica , las secclones en criostato proporcionan mas
preservacién que los cortes en parfina; sin embargo, el detallle morfolégico y la
resolucion es considerablemente inferior al de la parfina. Cualquier fijador puede ser
usado con secciones de criostato. Esto permite a la IHQ seleccionar ptimos fijadores
para cada antigeno, todo en el mismo bloque. Las secciones por congelacidn
destinados a procesos ds [HQ presentan cambios posteriores morfolégicos,incluyendo

cromatolisis y parente pérdida dé las membranas.
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100. RESULTADOS

En los resultados del presente estudio no existi® muerte matemal atribuida a la
ingesta crénica de alcohél en ninguno de nuestros animales.

Las hembras tratadas con alcohol presentaron disminucién de peso corporal
en cada cambio de concentracion de alcohol (2%, 4%,6%, 8%, 10%, 12%, 14%, 16% y
18%),

El tiempo de gestacion fue prolongado en hembras alcoholizadas, el cual fué
mayor comparado con el grupo control de 23 vs, 21,

Existieron mayer ntimero de crias en el grupo control que en el experimental, lo
cual indica el alto indice de mortalidad fetal incluyendo muerte y rabsorcién fetal en el
grupo experimental, '

Se presentaron diferancias significativas en el tamafio del cuerpo de las crias
crontroles y las experimentales al nacimiento.

El factor de crecimiento Epidérmico receptor fué expresado en la cuspide media
primer molar mandibular al primer dia de vida postnatal. La inmunoexpresion en todos
los animales controles fué fuerte y homogénea a diferencia de una reaccién leve y
heterogénea en los grupos experimentales ; en ambos grupos la tincién fué menor o
negativa en la parte mas coronal.
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0. DISCUSION

El peso al nacimiento es un indice seguro de mortalidad y morbilidad prenatal y
neonatal, por gjemplo el rango de muerte neonatal para infantes con bajo peso al
nacimiento (<2500 g) es 30 veces veces mayor que el normal. Este factor es asociado
con el retardo de crecimiento postnatal, este factor es un importante elemento en el
desarrolle futuro, y algunos agentes como el alcoho), el ‘cual causa reducciones
marcadas en el peso del nacido, son por 1o tanto de importancia considerable (30).

{_a exposicién intrauterina al alcohol es expresada evidentemente en una reduccion
en el peso de los animales recien nacidos. El peso maternal y la ingesta de afimentos
es reducida también per el consumo de alcohhol; en algunos modelos animales se ha
postulado que alteraciones nutricionales pueden ser un factor interactivo en el SFA;
por otro iado las madres alcoholicas presentan decremento en el paso corporal y en el
numero de crias comparadas con los controles; este dato refleja los efectos directos
de} alcohol, aparte de los factores nutricionles; el efecto perjudicial en el peso fetal esta
potencializado en las crias de las madres tratadas con alcohol.

En cuanto a !a composicién de los animales al nacimiento la cual también esta
factada, el principal efecto es un incremento en el contenido total de agua en el cuerpo
y decremento en la materia lipidica.

La baja de proteinas y DNA (indices indirectos del tamafio y nimero celular
respectivamente): La reduccion en ntimero de células es especialmente importante
debido a que la hipoplasia celular es irreversible y no hay duda que interfiere en el
retarde del crecimiento postnatal, caracteristico del SFA.

En muchos casos, a los animales pueden suministrarseles muy altas dosis de

alcohol para obtener los mismos efectos que podrian ocurir en los humanos; los
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animales pueden metabolizar drogas mas rapidamente que los humanos, por ejemplo
los ratones pueden metabalizar de 300 a 500 mg/Kg/hr mientras que los humanos sélo
100mg/Kg/hr (42)

Cantidades moderadas de alecohol ingeridas durante el embarazo no parecen
afectar los fetos humanos, pero niveles altos de ingesta de alcohol, especialmente en
estados tempranos de embarazo causan efectos prenatales como la muerte fetal
(aborto o reabsorcidn).

La prolongacién del periodo gestacional en animales alcoholizados tambien ha sido
re'portado (43,44,45); un alto rango de reabsorcidn embrionica obtenido en aste
estudio sugiere que la ingesta moderada de alcohol durante el periodo de
prefertilizacién y embarazo pueden tener efectos adversos en la gestacion de ratones
como generalmente se ha encontrado en otros experimentos con animales y en
humanos.

£l alcohol atravesando la bamera placentaria tiene los ya mencionados efectos
teratogénicos en el crecimiento de organos y efectos enzimaticos en el metabolismo de
electrolitos; sin embargo los subsiguientes efectos en cuanto al balance del calcio en
las crias no ha sido reportado, excepto por algunos casos de hipocalcacemia
transitoria en niitos con SFA. El alcohol puede retardar el desarrollo fetal ain en
ausencia de malformaciones fisicas. Los efectos ligeros con sus caracteristicas
hipoplasicas pueden pemmanecer en el estado adulto. Observaciones de tejidos
dentales han mostrado alteraciones en el tamario de dientes y escaza formacion de
esmalte en humanos con SFA (46).

El presente estudio demostré que el FCE se encuentra inhibide casi en su
totalidad en productos de hembras alcoholizadas gradualmente hasta alcanzar estados

de alcoholismo crénico durante su etapa de apareamiento y gestacion. interviene de
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ESTR TESIS MO DEpE
SR DE LA GiguigiEch
esta manera el alcoholismo afectando las células de origen mesenquimatoso;
transtornando en consecuencia, la morfogénesis que se encuentra retrasada en .
nuesﬁs muestras experimentales. La inhibicién de la proliferacion celular en el

mesénquima dental causé aparentemente la inhibicién de la morfogénasis.
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